v
P Y
biopharm’ (E

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV

REF| PG0004

R-Biopharm AG, An der neuen Bergstrasse 17, 64297 Darmstadt, Niemcy
d .+49 (0) 61 51 81 02-0 /&3 +49 (0) 61 51 81 02-20 / @ www.r-biopharm.com

C€




1. Przeznaczenie

Do stosowania w diagnostyce in vitro. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV stuzy do
kalibracji kolorow dupleksowych i wyzszych cykli RIDA®GENE real-time PCR na
urzadzeniu LightCycler® 480 Il. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV mozna uzy¢ do
wygenerowania pliku kompensacji koloru, aby umozliwi¢ analize jakosciowych i
ilosciowych dupleksowych i wyzszych test RIDA®GENE real-time PCR na aparacie
LightCycler® 480 II.

Produkt ten jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

2. Podsumowanie i wyjasnienie testu

W reakcji PCR w czasie rzeczywistym wyemitowany fluorescencyjny sygnat
fluorescencyjnego barwnika reporterowego moze naktadac sie na sgsiedni kanat koloru,
generujgc w ten sposéb sygnat (przenik). Przenik z sygnatow fluorescencyjnych moze
powodowac nieprawidtowe wyniki, chyba ze korekcja jest wykonywana za pomocg pliku
kompensacji koloru. Plik kompensacji kolorow moze kompensowac przeniki miedzy
kanatami koloru.

3. Zasada testu
RIDA®GENE Color Compensation Kit IV stuzy do kalibraciji koloru dupleksowych i

wyzszych cykli RIDA®GENE real-time PCR na aparacie LightCycler® 480 II.

4. Dostarczane odczynniki

Tabela1:  Dostarczone odczynniki (Odczynniki dostarczone w zestawie wystarczajg na
3 cykle kompensaciji koloru.)

Kod : ]

1 [Blank | 1x | 400 uL | biaty, gotowy do uzycia

2 [Dye 1] 1x | 400 uL | niebieski, gotowy do uzycia

)
O

3 [Dye 2] 1x | 400 uL | zielony, gotowy do uzycia

4 [Dye 3] 1x | 400 uL | zotty, gotowy do uzycia

O | |O
0] 0]
w N

5 [Dye 4] 1x | 400 uL | pomaranczowy, gotowy do uzycia

W)
D
N

6 Dye 5 1% 400 pyL | czerwony, gotowy do uzycia
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5. Instrukcje dotyczace przechowywania

- Nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi dotyczgcymi postepowania przedstawionymi
w Tabeli 2 i przechowywac zestaw bezposrednio po uzyciu zgodnie z podanymi
informacjami.

- Wszystkie odczynniki nalezy przechowywac z dala od swiatta w temperaturze od
-16°C do -28°C. Nieotwarte odczynniki mozna zuzy¢ do terminu waznosci
wydrukowanego na etykiecie. Po uptywie terminu wazno$ci nie mozna diuzej
zagwarantowac¢ jakosci.

- Wszystkie odczynniki nalezy ostroznie rozmrozic¢ przed uzyciem (np. w lodowce w
temperaturze 2-8°C).

- Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie do 3 razy nie wptywa na wtasciwosci testu.

- Podczas przygotowywania PCR nalezy odpowiednio schiodzi¢ wszystkie odczynniki
(2-8°C).

Tabela 2: Warunki przechowywania i informacje

Temperatura )
Maksymalny czas przechowywania

przechowywania

nieotwarte od -16°C do -28°C

Mozna zuzy¢ do wydrukowanego
terminu waznosci

po otwarciu od -16°C do -28°C 3 cykli rozmrazania/zamrazania
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6. Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

6.1 Odczynniki
Brak.

6.2 Sprzet laboratoryjny

Do przeprowadzenia testu RIDA®GENE Color Compensation Kit IV potrzebny jest
nastepujacy sprzet:

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym: LightCycler® 480 Il (Roche)

Materiaty eksploatacyjne do PCR w czasie rzeczywistym (ptytki (niskoprofilowe, biate
studzienki, przezroczysta ramka), fiolki reakcyjne, filmy)

Wiréwka z rotorem do ptytek/fiolek reakcyjnych
Worteks

Pipety (0,5—20 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL)
Tipsy do pipet z filtrami

Jednorazowe rekawiczki bezpudrowe

W przypadku pytan nalezy skontaktowac sie z firmg R-Biopharm AG pod adresem
pcr@r-biopharm.de.
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7. Ostrzezenia i Srodki ostroznosci dla uzytkownikéw

Wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Ten test moze by¢ wykonywany wytgcznie przez wykwalifikowany personel laboratoryjny.
Nalezy przestrzegacC wytycznych dotyczacych pracy w laboratoriach medycznych.
Podczas wykonywania tego testu nalezy zawsze Scisle przestrzegac instrukcji uzycia

Nie pipetowac probek ani odczynnikdéw ustami. Unika¢ kontaktu z uszkodzong skorg i
btonami sluzowymi.

Podczas pracy z odczynnikami i prébkami nalezy nosi¢ osobiste wyposazenie ochronne
(odpowiednie rekawiczki, fartuch laboratoryjny, okulary ochronne), a po wykonaniu

testu - umyc rece.

W miejscu, w ktorym przetwarzane sg prébki nie wolno pali¢, jes¢ ani pic.

Aby zapobiec przeniesieniu zakazenia i uzyskaniu wynikow fatszywie dodatnich, nalezy
uzywac oddzielnych pomieszczen, specjalnej odziezy i narzedzi do ekstrakcji,
przygotowywania PCR i PCR.

Prébki kliniczne nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne i odpowiednio je zutylizowac,
podobnie jak wszystkie odczynniki i materiaty, ktére majg kontakt z potencjalnie zakaznymi
probkami.

Nie uzywac zestawu po uptywie terminu waznosci. Uzytkownicy ponoszg
odpowiedzialnos$¢ za prawidtowg utylizacje wszystkich odczynnikow i materiatdw po uzyciu.
W przypadku utylizacji nalezy przestrzegac przepisow krajowych.

Dalsze szczegoty dotyczgce karty charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) mozna
znalez¢ pod numerem pozycji na stronie https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Dotyczy uzytkownikéw w Unii Europejskiej: Wszystkie powazne zdarzenia
niepozgdane zwigzane z produktem nalezy zgtaszac¢ firmie R-Biopharm AG oraz
odpowiednim organom krajowym.
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8. Protokdt do generowania pliku kompensacji koloru w aparacie LightCycler® 480 Il

8.1 Przygotowanie kompensaciji koloru

Rozmrozi¢, wymieszac i krotko odwirowac odczynniki przed uzyciem. Zawsze schtadzaé
wszystkie odczynniki podczas etapow pracy (od 2°C do -8°C). Aby przeprowadzi¢ cyk
kompensacji koloru, nalezy odpipetowac piec¢ reakcji z 20 pyL kazdego barwnika, w tym tto
(Blank), na ptytke mikrotitracyjng (Rys. 1).

Rysunek 1: Schemat pipetowania do kompensacji koloru w aparacie LightCycler® 480 II.
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Tabela 3:  Przygotowanie kompensac;ji koloru dla aparatu LightCycler® 480 I

Odpipetowaé po 20 yL w
Odczynnik llos¢€ na reakcje nastepujacych studzienkach

[Blank| 20 pL B2, C2, D2, E2, F2
2 20 uL B4, C4, D4, E4, F4
3 20 pL B6, C6, D6, E6, F6
4 20 pL B8, C8, D8, E8, F8
5 20 pL B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

Po odpipetowaniu odczynnikow nalezy uszczelni¢ ptytke mikrotitracyjng folig optyczng i,
jesli to mozliwe, odwirowaé. Rozpoczgé PCR w czasie rzeczywistym zgodnie z
ustawieniami urzadzenia.

8.2 Konfiguracja aparatu do PCR

Uwaga: Zalogowac sie do oprogramowania jako administrator, aby ustawi¢ format
wykrywania.

1. Po uruchomieniu oprogramowania klikng¢ ikone ,Tools”, aby zaprogramowac¢ format
wykrywania (patrz ponizszy rysunek).

Instrument:  Virual LighiCycler 480 96 System || [ Not Conneeted . Dowbase: My Computer [Research) ]
Wi e T e
LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 .

Version 1.5.162 .

=

|

oo ) <

=
@
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2. Otworzy sie nastepujgce okno. W oknie Tools wybrac ,Detection Formats”. Klikng¢
przycisk ,New”, aby utworzy¢ nowy format wykrywania (Tabela 4) i zapisac go jako
,RIDA®GENE” (patrz ponizszy rysunek).

D i Form: r Filter C

Active Name
Emission

Ica SYBR Gxreen I / HRM Dye
v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe x a0 I' T T I I
A v Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs €
& View Logged In Users ¥| 3 Color Hydrolvsis Probe ; dasIEIR - l
Ubdate Query Engine ¥l 4 Color Hydrolysis Probe a g0 O T
Clean-up Database ¥| Mono Color HybProbe t
Ry v LlLL.. __._-r HybProbe i s3] O F F I' I
Detection Formats »| ¥ | RIDASGENE bt
) n et OO O OF
i : -
[
| ==
|
L 3 2 g
_T 4 i. = Filter C ination List = —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant |Max Integration |
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
i {Td44p 1 488 440-488 1 1 1 |
3 I 465 510 465-510 1 1 5 2
e 533 580  533-580 1 1 1
533 610  533-610 1 1 1
&18 660  618-660 1 1 1

1= |
§i
'

Tabela4: Konfiguracja kanatu detekgji dla aparatu LightCycler® 480 Il

Kombinacja filtréow

440/ 488
465/ 510
533 /580
533 /610
618 /660
Uwaga: Ustawic¢ wartos¢ dla Quant Factor, Melt Factor oraz Integration Time na 1

(domysinie).

Klikng¢ przycisk ,Close”, aby zamkng¢ okno Tools.
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3. Po zaprogramowaniu formatu wykrywania, klikng¢ przycisk ,New Experiment” (patrz
ponizszy rysunek).

Instrument:  Viriual LighiCycler 480 96 System I1 f Not Connected Datobase: My Computer [Research)

Window:  [Gvarviow | User  System Admin

-+ LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

/7 7/ ¥ 4 |
N :
‘\:5
\ ¥ :

<
Gene Scanning ‘@
I 3 o e ur un 2]
= : El |
4. Wybra¢ format wykrywania ,RIDA®GENE” i wprowadzi¢ objetos¢ reakcji 20 L
(domysinie) (patrz ponizszy rysunek).
Window:  |New Experiment - User: System Admin
Expert-| {__ Run Protocol Data. ‘ Ru\wm ‘
i Detection Format [RIoassne I j-l; BlockSize [-=  Paem|[ Remitm\lnlumlﬂ
r Lomp I | Lot No TestID

5. Zaprogramowac profil termiczny (Tabela 5).

Temperature targets

Tabela 5:  Profil termiczny

Cycles / Target Acquisition Hold Ramp rate
Program Analysis Mode [°C] Mode  [hh:mm:ss] [°cls]
Initial Denat.| 1/ none 95 none 00:00:30 4.4
. . 95 none 00:00:15 4.4
Cycling 5 / Quantification 50 single 00:00:30 22
95 none 00:00:01 4.4
TM Analysis | 1/ Color Compensation 50 none 00:00:30 Acquisi _2’2 °c
70 | continuous Cqu'i't'fgs} ﬁfier )

Uwaga: Upewnic sie, ze liczba ,Cycles” i ,Analysis Mode” sg prawidtowe.

* Szybko$¢ narastania moze sie nieznacznie rézni¢ w zaleznosci od wybranego formatu detektora.
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6. Po zakonhczeniu programowania eksperyment powinien wygladaé nastepujgco (patrz
ponizszy rysunek).

Instrument: Virtual LightCycler 480 96 System i/ Not Connected Database: My Computer (Research)

[New Experiment K| System Admin

)
= b Run Protocol Data s
ment Setup- T
Detection Format [Froascens ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
12 =
Program Name | Cycles
Initial Den PR -
) cveting & Z|cuancificasion -
. @ e -
Al i Tees .
. Target () Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (*C) Step Size (*C) ‘Step Delay (cycles)
[ [s0 Zl2.2 £ B -] =
., il oo = = =z .

06 0 1

3 i

[;Mngmn J[ +10 Cycles ][ Start Run J

100 4]
= 4 @

7. Aby zaprogramowac uktad ptytki mikrotitracyjnej, nalezy przejs¢ do ,Subset Editor”.
Klikng¢ ikone ,Plus”, aby utworzy¢ nowy podzbiér i wprowadzi¢ nazwe uktadu (np.
Color Compensation). Nacisng¢ i przytrzymac klawisz Ctrl oraz lewy przycisk myszy i
zaznaczy¢ wszystkie studzienki zawierajgce odczynniki na ptytce mikrotitracyjnej (patrz
Rys. 11 2). Klikng¢ przycisk ,,Apply”, aby zakonczy¢ podzbiér. Ekran powinien wygladaé
nastepujgco (patrz ponizszy rysunek).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System II / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New | User: System Admin
D Name | Analysis | Report
2 Color Compensati ¥ 2]
Subset

AB ®on @ T
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8. Przejs¢ do ,Sample Editor”. Od etapu 1: ,Select Workflow” wybra¢ ,Color Comp. Na
etapie 2: ,Select Samples”, wybra¢ wczesniej ustawiony podzbior (Color
Compensation). Aby zakonczy¢ uktad, wybra¢ odpowiedni kanat dominujgcy dla
kazdego odczynnika (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) w polu ,Dominant
Channel” (Tabela6). Wybrac ,Water” dla reakcji z kolorowym ttem (Blank) (patrz
ponizszy rysunek).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window:  [New Experiment | User: System Admin .m
. Step 1: Select } Select Filter C Abs
EXPeri-| | ~ pbs Quant ( RelQuant ( Scanning (8 Color Comp :
‘ment Units
’V(‘Tm F MakeCano C Ennttens | |7 440488 [V 465510 |7 533580 7 533610 [V 618.660 ni
- =
| |- step 2: Setect Samplos— %0 | Color| ReplOf SampleName| Dominant
i - Channel =
ubset: [Cotor compen. M| m T
clm
||
| m ——
Elm
2/ m
i i m
Report | [H o m
e gl
5| 0
Sum. E
g ©
@ Wwater @ 440488 [@ 465510 D
B 513580 @ 533610 [ 618660 E —
E
: ®
q
E
P
£
=
c.
)
£
E
B
c.
D.
= = %
- Step 3: Edit Color Comp Properties——————  F1-
Sample Name.
Dominant channel |
(Make Replicates ||/
Apply  |[)|[ Configure |( Toggle View
Torplade |\—/] Frtastin Table) Reset All Import. Export
[AWarning 13.01. Please activace an in before secting up a new run. 100 4]
Aversing 13.01. Before seceing up o new zun. w0 @

Tabela 6:  Ustawienia kanatu dominujgcego dla odczynnikéw (LightCycler® 480 II)

Odczynnik Dominant Channel

Water
440/ 488
465 /510
533 /580
533 /610
Dye 5 618 /660
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9. Plytke z przygotowanymi reakcjami umiesci¢ w urzadzeniu. Klikng¢ ,Experiment’, a
nastepnie ,Start Run”, aby rozpoczg¢ eksperyment (patrz ponizszy rysunek).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Database: My Computer (Research)
Window: [New Experiment | User: System Admin
= ‘ Run Protocol | Data | Run Notes |
ment P
| Detection Format [rrorscevs E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20 =]
Subset
Editor | | Cotor Comp D[ LotNo| TestiD [ .
. .- Program;
= - :
: e
@ - =
saven| ~
Report | | - -
(~ TM-Analyse Temperature Targets
Target (C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
50 00:00:01 .2
Overview

—
m—"

e

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

ol oz 058 1% 275 257 35 % 530

512 708 750 8% 913 54 076, 1053 130 1207
Estimated Time (hman:ss)

e
[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate a
A [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activate a

Start Run
before secting up a new run. FCTR|
before secting up a new run. 100 j @
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8.3 Ocena i tworzenie pliku kompensacji koloru

1. Po zakonczeniu eksperymentu LightCycler® nalezy klikng¢ przycisk ,Analysis” (patrz
ponizszy rysunek).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Wwindow:  [2021 CC Iv 11188

Experi- Ry Riedoce] - |
e EEEETTT
Run complete... :
; i n

L R —
1100
= 1o
2 ap
§ 20,0{
3 700
7 s
E 50,01
100
L 0y
200
10,0
a0
219 345
2
L 2 1 g
=
Samples |n
Color Pos |Name | ]
B2 Blank
W 3¢ v 95|
B& Dye 2 90|
BE Dye 3 5|
[l 510 Dyc 4 i
B Biz nye s g
B 2 Blank ik
M c¢ Dye1l E 70
Cé Dye 2 E 5|
ce Dye 3 5
B c0 Dye ¢ ‘
M c2 pyes =
Il D2 Blank 50
M p: Dye 1 45]
DE Dye 2 ]
DE Dye 3
B Dpio Dye 2
B D12 Dye s 000 026 106 145 2.25. 305
B F2 Blank v

2. W oknie dialogowym ,Create New Analysis” nalezy przej$¢ do ,Color Compensation”.
Wybrac¢ i potwierdzi¢ odpowiedni podzbiér (np. Color Compensation) w otwartym oknie
dialogowym (patrz ponizszy rysunek).

—Create New Anal

Yy
Abs Quant/2nd Derivative Max

\Abs Quant/Fit Points Create new analysis

INdvanced Relative Quantification :

Basic Relative Quantification Analysis Type *|Color Compensation j
Color Coopenaar ton Subset #|color Compensation hd

Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping rogram *E j

Tm Calling Name *IColor Compensation for Color Compens
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3. Otworzy sie analiza. Nalezy klikng¢ ,Calculate”, a nastepnie ,Save CC Object” (patrz
ponizszy rysunek).

=]
Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: [2021 cc v 11188 | User: System Admin
Information | ==~
B o2
s BRRRB e @@= [
2 6 /s sficiwi: m
fm = —
CRE S ——— g?g
wy_———————
. T‘ g - .E
B water @ 440488 g <5
£ ¥
X
2
ol i
B 0
L] £} El = ] E] 3 E3 Bl £ ] ] El ) ] & 3 3 5] ] ]
u Temperature
] C
= - =z
. v
]
u =
H B
= :
u 1
= i
| H
H H
u
]
[}
|

Notes Filter CombN ..
(oammine |V == (Yoo
— e

Al @

4. Zapisac plik kompensacji koloru jako ,RIDA®GENE CCIV” w folderze ,CCC” (patrz
ponizszy rysunek).

Save Color Compensation

Lig 3l

(= 2] Root
B System Admin
| Experiments —
i) Macras
--4] PFreferences

B _.SnecialNala

i L) 5id Curve
e | Templates

=

1T

Blank

Ten plik jest nastepnie dostepny dla innych eksperymentéw na aparacie LightCycler® 480
Il. Generowanie pliku kompensacji koloru jest teraz zakonczone.
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8.4 Korzystanie z pliku kompensaciji koloru

Aby uzyé pliku kompensac;ji koloru, otworzy¢ dany eksperyment RIDA®GENE real-time
PCR i zatadowa¢ zgdang kompensacje koloru w polu ,Experiment” ,Data”.\W menu
rozwijanym ,Color Comp (Off)” wybrac opcje ,in Database”, a nastepnie zapisany plik
kompensaciji koloru (Rys. 2).

. ]

= e -
| ot (B flom Frotecel i = = < = N || un Notes | \,!
e | =
e
5 s )
i j/ =
: — - " :
L £} £} 2 R [T TR % BE
: Hf il ]“(—y- M M [ \ ‘ ” i
% 'Hl‘ ’ | I|H ‘||| “' l I ‘
AN
|
2 e 22 = “ & " 2 L T -
-. L & 19 e
A = 5

Rysunek 2: Korzystanie z kompensaciji koloru

Po wybraniu kompensacji koloru przycisk ,Color Comp (Off)” zmienia sie na ,Color
Comp (On)” . Wybrana kompensacja koloru jest automatycznie stosowana do wszystkich
filtrow analizy.Cykl RIDA®GENE real-time PCR moze by¢ teraz analizowany jak zwykle.

Uwaga: Plik kompensacji koloru jest specyficzny dla kazdego aparatu LightCycler® 480
[I. Nowy plik kompensaciji koloru jest potrzebny w przypadku wymiany
urzgdzenia lub naprawy zespotu optycznego.
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9. Historia zmian

Numer wersji Rozdziat i oznaczenie

2021-09-09 Poprzednia wersja

2022-02-03 Zmiany ogolne:

4. Dostarczane odczynniki

5. Instrukcje dotyczgce przechowywania

6. Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

7. Ostrzezenia i srodki ostroznosci dla uzytkownikow

10. Objasnienia symboli

Symbole ogdlne

Do stosowania w diagnostyce in vitro
Patrz instrukcja obstugi

Numer partii

Termin waznosci

Temperatura przechowywania

Nr kat.

Liczba testow

Data produkcji

L4 ~"E 56

Producent

Indywidualne symbole testéw

Pusty
Dye 1 Barwnik 1
Barwnik 2
Barwnik 3
Barwnik 4
Dye 5 Barwnik 5
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